










































ス ポ ー タ （ DAT ） 、 お よ び シ ナ プ ス 後 膜 に 存 在 す る D2R に そ れ ぞ れ 結 合 す る [123I]-2β- 





















































































（RW-3000）を使用した。核磁気共鳴断層撮像（Magnetic Resonance Imaging: MRI）はVarian社製





を用いた。実験開始時における月齢は 17 ~ 41 ヶ月、体重は 340 ~ 410 gであった。各個体には
1.25 mg/kgのハロペリドール（Research Biochemicals International社）（Figure 1-2A）あるいは 120 




与した。投与は 6 ヶ月間継続した。 
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運動機能障害の行動薬理学的評価 
コモンマーモセットの行動の観察は薬物投与直前と、投与 2 時間，4 時間，6 時間，8 時間およ














方法 48)を参考に、 [123I]NaI水溶液に前駆体の 2β-carbomethoxy-3β-(4-trimethylstannylphenyl) 
tropane（Research Biochemicals International社）50 µg/150 µlエタノール溶液，1 M リン酸水溶液 







コ社製Chemco Pak LICHROSORB RP-18-5（300×7.5 mm）を、移動相には 0.2%のトリエチルアミ
ンを含むメタノールと精製水の 75：25（v/v）混合溶液を使用した。流速は 1.5 ml/min、カラム温度は
30°Cとし、分光光度検出器の検出波長は 254 nmに設定した（溶出時間 30 分）。 
 
 






















Figure 1-1. Common marmosets (Callithrix jacchus) (A) used for experimental animal model to 
evaluate tardive motor dysfunction caused by antipsychotics. Under lengthy treatment with 
haloperidol, animals exhibit symptoms like oral dyskinesia, an abnormal tongue protrusion as shown 
in (B) 28). 
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Figure 1-2. Chemical structures of antipsychotics: (A) haloperidol, a potent D2R blocker in clinical 
use that elicit extrapyramidal syndrome with high frequency, and (B) sulpiride, a more moderate 
D2R blocker with lower frequency of adverse effect. 
[123I]IBZM 
D2R ガンドの [リ 123I]-(S)-N-[(1-ethyl-2-pyrrolidinyl)methyl]-2-hydroxy-3-iodo-6-methoxybenza- 
mide（ [123I]IBZM）は、Kungらの方法 49)に従い、 [123I]NaI水溶液に前駆体のBZM（Research 
Biochemicals International社）50 µg/50 µlエタノール溶液とchloramine T 60 µg/100 µl 0.4M リン酸
緩衝液（pH 3.0）を順次添加し、2 分間室温にて反応させることにより得た（Scheme 1-1B）。反応停
止後に酢酸エチルで[123I]IBZMを含む画分を抽出し、メタノールに再分配した後、ナカライテスク
社製逆相カラムCOSMOSIL 5C18-300（250×10 mm）を用いてHPLCで精製した。移動相には
0.2%のトリエチルアミンを含むメタノールと精製水の 70：30（v/v）混合溶液を使用し、流速は 3.0 
ml/min、カラム温度は 30°Cとした（溶出時間 12.5 分）。放射化学的純度は、展開溶媒をクロロホル
ム：エタノール：28%アンモニア水（80:20:2）とするTLC（Rf値 0.19）、およびナカライテスク社製逆相
カラムCOSMOSIL 5C18-AR-300（150×4.6 mm）を用いたHPLC（流速 1.0 ml/min、他は精製と同







mg/kg，3 mg/kg）を筋肉内投与し、次いで 20 mg/kgのペントバルビタールを腹腔内投与することで
麻酔した。その後、[123I]β-CITあるいは[123I]IBZMそれぞれ 150 MBqを伏在静脈からbolus投与 



































 Scheme 1-1. 123I-Radioiodination of (A) β-CIT and (B) IBZM. [123I]β-CIT prepared by reaction of 
he precursor with [ t
 


















dynamic imagingと同様の操作によりコモンマーモセットを麻酔した後、まず 150 ~ 200 MBqの
[123I]β-CITを伏在静脈からbolus投与し、投与 240 分後に 40 sec/frame×32 framesのSPECT撮像を
行い、頭部の放射能分布画像を得た。その 1 週間後、体内からの放射能の消失を確認した上で同



























Figure 1-3. Representative images of common marmoset brain. (A) Sagittal SPECT image from 
dynamic scan post administration of 150 MBq of [123I]β-CIT (229 to 251 min). (B) MR image for 
superimposed to MR image (B). Striatal uptake clearly depicted as indicated by arrow head (    ). 
imilar images were obtained after [ I]IBZM injection. 
defining regions of interest (ROIs) in the striatum (St) and cerebellum (Ce). (C) SPECT image (A) 
123S
小脳を単離した。また、対照群として用意した同一齢のコモンマーモセットについても同様
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に組織重量20 倍容の0.32 Mスクロース溶液を添加し、氷冷下Potter-Elvehjemホモジナイザーにて
破砕した。これを 1,000 gで 10 分間遠心分離し、得られた上清をさらに 25,000 g，20 分間の遠心分
離操作にかけた。沈渣に 100 倍容のトリス－塩酸緩衝液（50 mM Tris，120 mM NaCl，pH 7.7）を加
え、氷冷下Polytronで再懸濁し、–80˚Cにて凍結保存した。最終含有タンパク濃度の調製はLowry




DAT密度の測定は、Janowskyらの方法56)に従った。すなわち、0.2 ~ 8 nMの[3H]GBR12935 とタ






paired Student’s t-test を施行した。また、アッセイでは unpaired independent 
St
ンパク量にして 50
Cl，0.01% BSA，pH 7.7）を 25˚Cで 45 分間インキュベートした。その後、氷冷緩衝液で反応を停
止し、Whatman社製GF/Bフィルター上に吸引濾取、洗浄した。このフィルターにAmersham社製
ACSⅡを加えて一晩放置した後、液体シンチレーションカウンタにて放射能を測定した。
[3H]GBR12935 の非特異的結合に基づく放射能は、50 µMのGBR12909（Research Biochemicals 
International社）を同時に加えることで測定した。 
D2R密度の測定は、Farfelらの方法57)に従った。すなわち、0.1 ~ 8 nMの[3H]スピペロンとタンパ
ク量にして 50 µgに相当するシナプス画分、および
結合を阻害する目的で 10 µMのミアンセリン（Research Biochemicals International社）を含む緩






udent’s t-test を行い、危険率 P 値が 0.05 未満の場合に有意差ありとした。
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しては SPECT 実験の結果と併せて記述する（Figure 1-5）。 
 
[123I]β-CITと[123I]IBZMの標識合成 
[123I]β-CITは収率 55%，放射化学的純度 95%以上にて得られた。また、比放射能は 0.185 
TBq/μmol以上であった。 






































































Figure 1-4. Time-activity curves of brain regional accumulation in normal common marmoset. 
SPECT imaging acquisitions performed repeatedly from 15 min to 240 min ([123I]β-CIT) or to 80 
min ([123I]IBZM) after injection with a dose of 150 MBq each. (A) [123I]β-CIT accumulation 
increased in the striatal region (◆), and washed out fast from cerebellar region (●). (B) [123I]IBZM 
accumulated immediately after injection, with gradual decreases in both regions of interest (ROIs), 






























Figure 1-5 には投薬開始 1 ヶ月，2 ヶ月および 6 ヶ月後の BR について、各個体の投薬開始前と
の相対値（Relative Binding Ratio: RBR）を縦軸左の値で示す。また、行動薬理学的にスコア付け
した運動機能障害の発現頻度（平均値）も重ね合わせて表示した。 
投与した 2 種の抗精神病薬について、ハロペリドール投与群（B）においてのみ顕著な変化が認
められ、[123I]β-CITのRBRは投与開始 2 ヶ月後で 0.82±0.07、6 ヶ月後で 0.70±0.05 と、投与開始前
と比較してそれぞれ有意に低い値であった。一方、[123I]IBZMのRBRは投与開始 2 ヶ月後で
1.33±0.10、6 ヶ月後で 1.66±0.11 となり、投与開始前よりも有意に増加した。さらに、これと並行して
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igure 1-5. Relationship between functional changes of brain dopaminergic neuronal transmission 
expressed as Relative Binding Ratio (RBR) and locomotor activity expressed as Dyskinetic Motor 
Activity, as described under method. Common marmosets treated perorally with (A) 1 ml/kg of 0.5% 
ethylcellulose as vehicle alone (n=6), (B) 1.25 mg/kg haloperidol (n=5) and (C) 120 mg/kg 
sulpiride (n=3) twice a week each. Neuronal activity measured by SPECT using [123I]β-CIT (●) and 
[123I]IBZM (◆) at pre- (0 month) and 1, 2 and 6 months after commencement of treatment. Left 
rdinate: RBR (relative values to 0 month). Right ordinate: dyskinetic motor activity scoring (▼). # 
P<0.05; ** P<0.005, ¶ P<0.001, compared with 0 month. 
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で変化がなかった（連続投与 6 ヶ月後：0.73±0.03，休薬開始 8 ヶ月後：0.79±0.01）のに対し、
[123I]IBZM（B）のRBRは連続投与 6 ヶ月の時点と比較して、投与中止 8 ヶ月後ではその値が有意
に低下した（連続投与 6 ヶ月後：1.66±0.08，休薬開始 8 ヶ月後：1.21±0.10）。 
 








































































Figure 1-6. Haloperidol withdrawal effects on brain dopaminergic neuronal activity measured by 
(A) [123I]β-CIT and (B) [123I]IBZM. Common marmosets treated perorally with 1 ml/kg of 0.5% 
me ulose as a vehicle (●; n=3) or 1.25 mg/kg haloperidol (◆; n=3) twice a week, and at 6 
months after initial treatment drug withdrawn. SPECT studies performed with [123I]β-CIT and 
[123I]IBZM. Relative Binding Ratio, relative value to 0 month, calculated as described under 


















































































igure 1-7. A case with absence of Dyskinetic Motor Activity: DAT related? Changes of brain 
opaminergic neuronal activity of a common marmoset measured by [123I]β-CIT ( ● ) and 
[123I]IBZM (◆) as in figure 1-6, but with absence of dyskinetic behavior (▼). 





































































体にはマウスanti-microtuble associated protein 2 (2a+2b)（MAP2）antibody（Sigma社）およびウサギ
ant -tyrosine hydroxylase（TH）antibody（Chemicon社）を、ビオチン修飾二次抗体にはbiotinylated 







1.0 gと 35%塩酸 10 mlを混和し、3.5 時間還流した。反応後、溶液を中和、トルエン層を回収し、溶
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媒を減圧留去した。残渣をクロロホルム：メタノール（8:1）を溶出溶媒とするシリカゲルクロマトグラフ
ィ ー に 付 し 、 中 間 体 で あ る 4-(4-chlorophenyl)-1-[4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl]-1,2,3,6- 
tetrahydropyridineの白色結晶を得た（823 mg：収率 86.5%）。本化合物を塩酸塩処理し、その 510 
mgと白金／活性炭 300 mgとを精製メタノール中、アルゴン気流下 72 時間室温にて攪拌した。反
応溶液を濾過し、濾液を減圧留去後、残渣をクロロホルム：メタノール（5:1）を溶出溶媒とするシリカ
ゲルクロマトグラフィーに付し、HPP+の黄色針状結晶を得た（401 mg：収率 79.4%）。 
mp 208 ~ 210°C； 1H NMR (CDCl3) 9.73 (bs, 2H), 7.01 ~ 8.29 (m, 10H), 5.14 (bs, 2H), 3.33 (bs, 
2H), 2.50 (bs, 2H)； FAB-MS 計算値 C21H18ClFN+O m/z 354，測定値 354； 元素分析 計算値 




胎齢 16 日目のWistar/STラット胎仔より中脳腹側部を分離し、トリプシン 0.1%を含むHanks’緩衝
液中で 37˚C，20 分間処理した。これに 40%ウシ胎仔血清含有Eagle’s培地を添加して酵素反応を
停止させた後、組織断片を 1,000 gで 5 分間遠心分離した。沈渣を洗浄後、10%ウシ胎仔血清含有
Eagle’s培地中で分散し、100 μmのcell strainerで濾過した。これを 0.1%ポリエチレンイミンにて処理
したカバースリップに 2.0×106 cells/mlの密度で播種し、37˚C，5% CO2環境下で培養した。培養開





に添加し、10 ~ 120 μMの濃度に調製した。培養開始 8 日目の細胞にそれぞれを 1 時間負荷、洗
浄後に培地を交換し、さらに 3 日間培養を継続した。 
3 日後、培地を除去し、4%ショ糖－パラホルムアルデヒド溶液を用いて細胞を 4˚C で 30 分間固
定した。その後、10 mM リン酸緩衝塩化ナトリウム水溶液（PBS）で洗浄し、0.2% Triton X-100 PBS
溶液を 4˚C で 30 分間作用させた。ここでスリップ上に一次抗体として anti-MAP2 抗体あるいは
anti-TH 抗体を添加し、4˚C で 18 時間静置した。PBS で洗浄後、それぞれの二次抗体として
biotinylated anti-mouse IgG および biotinylated anti-rabbit IgG を室温で 1 時間反応させた。PBS
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洗浄後、ABC キット反応液を室温で 1 時間作用させ、これを 50 mM Tris 緩衝塩化ナトリウム水溶
液（TBS）で洗浄、さらに DAB 溶液（3,3’-diaminobenzide tetrahydrochloride と硫酸ニッケルアンモ












血液は 2,500 gで 30 分間遠心分離した。また、各組織には重量 2 倍容の 1.15% 塩化カリウム水溶
液を加え、Polytronで組織を破砕した。これら操作で得られた血漿およびホモジネートにそれぞれ
2 倍容の 2%酢酸メタノール溶液を加えてvortexした。これを 13,000 gで 10 分間遠心分離し、得ら
れた上清を逆相HPLCにて分析した。逆相カラムにはワイエムシィ社製YMC-Pack Pro C18（150×
4.6 mm）を、移動相にはアセトニトリルと 5 mMの 1－オクタンスルホン酸ナトリウムを含む 10 mMリン
酸緩衝液（pH 3.0）の 40：60（v/v）混合溶液を使用した。流速は 1.0 ml/min、カラム温度は 30°Cとし
た。また、分光光度計検出器の検出波長は 248 nm、分光蛍光検出器では励起波長を 302 nm、検
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は 42.1±8.2%、100 μMでは 18.8±3.8%と濃度依存的に低下した（Figure 2-1-1）。また、生き残ったド
パミン神経細胞においても、その多くで神経突起の退縮を認めた（Figure 2-1-2B）。 
対照として用意したハロペリドールのドパミン神経細胞に対する毒性はHPP+と比べて低く、コント
ロールとの相対生存率は 50 μMでは 94.4±6.9%、100 μMでも 84.2±6.6%まで保たれ、何れも同濃
度のHPP+負荷群と比較してそれぞれ有意に高かった（P<0.0001）。 
 


















































Figure 2-1-1. Toxicity effect of haloperidol metabolite, HPP+ on dopaminergic neurons. 
esencephalic cell cultures exposed to 10 to 120 μM of HPP+ (◆) for 1 hr. Haloperidol used as 
reference (●). Each value represents the mean ± S.D. of four experiments and is expressed as 
survivability relative to control (%). # P<0.05; * P<0.01; §P<0.0001, compared with control. 
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igure 2-1-2. Tyrosine hydroxylase (TH) immunoreactivity in cultured mesencephalic neurons: (A) 
control and (B) post-treated with 120 μM HPP+ for 1 hr. After HPPP+ exposure, many of the 
dopaminergic neuronal axons appeared to be shortened and distorted as in (B) (arrow). 
 
HPP+の定量分析 
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Figure 2-1-3. HPLC profiles of (A) brain and (B) liver extracts prepared from tissue sample of 
common marmoset perorally treated with 1.25 mg/kg haloperidol for 3 hr. HPP+ detected by on-line 
spectrofluorometry (Ex: 302 nm, Em: 372 nm, tR = 8.5 min). Notice differential sample volume and 
high HPP+ generation in liver. 
pectrofluorometrical measurement from Figure 2-1-3. 
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れている87-90)。ハロペリドールの脳内濃度の治療域はおよそ 10 ~ 200 ng/gであり91)、一方でハロペ
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Inhibition of mitochondrial complex I and II 
in dopaminergic neuron
Haloperidol













Scheme 2-1-1. Dopaminergic toxicity of haloperidol: a proposal. Dopaminergic neurotoxicity of 
haloperidol via the pyridinium metabolites: (A) Model mechanism of MPTP metabolism by 
monoamine oxidase type B (MAO-B), and generation of pyridinium metabolite, MPP+ by 
non-enzymatic oxidization in the astrocyte. MPP+ transported selectively into dopaminergic 
neuronal cells by nerve terminal DAT, induced toxicity by inhibition of NADH dehydrogenase of 
complex I in the mitochondrial electron-transport chain 75,81). (B) Proposed neuronal mechanism of 
haloperidol toxicity induced by cytochrome P450 catalysis, with biotransformation to the 
corresponding pyridinium metabolite, HPPP+. As with MPP+, HPP+ might inhibit mitochondrial 
respiration leading to neuronal cell death 36,73,74). 













２． ２． １． 実験方法 
 
試薬・機器 
[3H] ハ ロ ペ リ ド ー ル は NEN Life Science Products 社 よ り 、 [14C] ブ タ ノ ー ル は Amersham 
Radiolabeled Chemicals社より、それぞれ購入した。本節における他の試薬，機器は、第 1 章および







7.4）を 2.0 ml/g tissueで添加し、Potter-Elvehjemホモジナイザーにて破砕した。これを 10,000 gで 20
分間遠心分離し、上清をさらに 140,000 gで 80 分間の遠心操作にかけた。沈渣を塩化カリウム水溶
液で洗浄し、再び 140,000 gで 60 分間遠心分離した後、塩化カリウム水溶液中に 0.26 g original 
tissue/500 μlの濃度でPolytronにて懸濁し、–80˚Cで凍結保存した。 




ス 6 リン酸一ナトリウム（G6PNa）10 μmol，グルコース 6 リン酸脱水素酵素（G6PD）5 units，塩化マグ
ネシウム 20 μmolを含む 2.0 mlのリン酸緩衝液（pH 7.4）を 37˚Cで 5 分間プレインキュベートし、ここ
にハロペリドール 100 µg/10 µl DMSO溶液と 0.25 g original tissue相当のミクロソーム画分を添加し
た。30 分後、3.0 mlのアセトニトリルにて反応を停止し、4˚Cで 30 分間静置した後、1,500 gで 15 分





G6PNa 10 μmol，G6PD 10 units，塩化マグネシウム 20 μmolを含むリン酸緩衝液（pH 7.4）系に
[3H]ハロペリドールと肝臓より調製したミクロソーム画分を添加し、37˚Cで 2 時間反応させた。反応
停止後に反応溶液を減圧下濃縮し、逆相HPLCを用いて[3H]HPP+を精製した。HPLC装置は第 1
章と同じものを使用した。逆相カラムにはワイエムシィ社製YMC-Pack Pro C18（150×4.6 mm）を、
移動相にはアセトニトリルと 5 mMの 1－オクタンスルホン酸ナトリウムを含む 10 mMリン酸緩衝液
（pH 3.0）の 37：63（v/v）混合溶液を使用した。流速は 1.0 ml/min、カラム温度は 30°Cに設定した






分配係数の測定はSajiらの方法95)に従った。各 2.0 mlの 1－オクタノールと 0.1Mリン酸緩衝液
（pH 7.0，7.4，8.0）が入った試験管に 5 μlの[3H]HPP+を含む溶液を加え、1 分間×3 回のvortex後、
25˚Cで 20 分間静置する操作を 3 回繰り返し、1,000 gで 5 分間遠心分離した。各層から 800 μlず
つを採取した後、それぞれの放射能を測定し、1－オクタノール／緩衝液の放射能比から分配係
数を求めた。 
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Brain uptake index (BUI)の測定 
Brain uptake index（BUI）は、Oldendorfの方法96)を参考に測定した。すなわち、ペントバルビタ
ール麻酔下、Wistarラットの一方の総頸動脈より 14.8 KBqの[14C]ブタノールと 11.1 KBqの





(3H/14C) dpm in brain tissue




ddYマウスの尾静脈から 0.5 μg（~1.3 nmol）の塩化HPP+を、生理食塩水 100 μlに溶解させて投
与し、一定時間経過後に断頭した。血液および脳を採取し、重量を測定後、HPLC分析用の試料
を作製した。操作は、第 2 章第 1 節に示したコモンマーモセット組織からの代謝物抽出方法に従っ
た。また、HPLCも第 2 章第 1 節と同一の条件にて施行し、HPP+を定量した。 
 
統計 
分配係数，BUI の測定データは平均±標準偏差で表した。有意差検定は unpaired independent 
Student’s t-test を使用し、危険率 P 値が 0.05 未満の場合に有意差ありとした。 
 




ールからHPP+への変換率に大きな差を認めた（Table 2-2-1）。すなわち、30 分間の反応により 100 
μg（0.27 μmol）のハロペリドールから得られたHPP+は、脳ミクロソーム画分を用いた場合で 0.10 μg
（0.28 nmol）、肝臓ミクロソーム画分では 4.6 μg（13.0 nmol）であった。 
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 Table 2-2-1. Differential haloperidol-HPP











a microsomal fraction.  
[3H]HPP+の合成 
ラット肝臓ミクロソーム画分を用いて[3H]ハロペリドールを酵素的に処理した結果、[3H]HPP+を収
率 4.1%で得た（Figure 2-2-1）。放射化学的純度は 95%以上であった。[3H]HPP+は 4°Cで 1 週間保
管しても安定に存在していた。 
 



























Figure 2-2-1. Preparative HPLC radiochromatogram of biosynthesized [3H]HPP+. [3H]HPP+ 
prepared from [3H]haloperidol in a manner similar to that describe for non-radioactive HPP+ (tR =  
[ H]haloperidol: 12.5 min, [ H]HPP : 18.0 min). 
R
3 3 +






























結果をFigure 2-2-2 に示す。HPP+は速やかに脳へと移行し、投与 1 分後では 57.8±13.2 pmol/g 










-Octanol/0.1 M phosphate buffer partition coefficients (logarithmic value). Mean ± S.D. of three 
experiments. §P<0.0001, compared with [3H]haloperidol. 







ptake into the brain relative to [14C]butanol. Each value represents the mean ± S.D. 
of four experiments. §P<0.0001, compared with [3H]haloperidol. 
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Figure 2-2-2. Time course of HPP
 post-i
P
+ in the mouse brain. Mice injected via the tail vein with 0.5 
μg/100 μl saline (~ 1.3 nmol/100 μl saline) of HPP+Cl–, and then decapitated at 1, 5, 15 or 30 min 
njection. HPP+
 
P  accumulation determined by HPLC analysis of brain tissue extract. Each time 
point represents the mean ± S.D. of five mice. 

















血液pH付近、すなわちpH 7.4 における 1－オクタノール／リン酸緩衝液系に対し、HPP+分配係
数の対数値は 0.81 であったが（Table 2-2-2）、これはMPP+で報告された値、–1.2336)よりも高いもの







brain uptake index（BUI）を測定した結果から、[3H]HPP+の脳への取込み率は 9.0±2.1%となり、こ
れは脳移行性に乏しい[3H]マンニトールにおける値、1.6±0.3%101)よりもはるかに高い値であった。
また、非標識体を末梢よりマウスに投与した実験でもHPP+は脳から検出され、実際、投与量に対す
る 脳 へ の 取 込 み 率 を 算 出 し た と こ ろ 、 別 に 検 討 し た 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識 血 清 ア ル ブ ミ ン
（[131I]RISA102））と比較して高い脳移行性を示した（投与 5 分後での取込み率：HPP+Cl– 3.4±0.8% 























２． ３． １． 実験方法 
試薬・機器 
細胞実験には第 2 章第 1 節と同じ試薬を使用した。溶液中のハロペリドール、およびHPP+は、
日立社製分光光度計（U-2001）と島津社製分光蛍光光度計（RF-5300PC）を用いてそれぞれ定量
した。試薬は全て、第 2 章前節までと同じ特級試薬を使用した。 
 
DAT阻害薬によるHPP+細胞毒性の保護作用 
第 2 章第 1 節と同様に作製したドパミン神経細胞初代培養系に、DAT阻害薬のGBR12909 を 1 
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合成メラニンに対するHPP+の結合性 
HPP+結合量の時間依存性 





1.0 mlのリン酸緩衝液中、5.0×10–8 ~ 1.0×10–5 Mの塩化HPP+と10 μgの合成メラニンとを混合し、
37˚Cで 1 時間インキュベートした。反応液を 2,500 gで 10 分間遠心分離し、上清に含まれるHPP+の
濃度を、蛍光光度計を用いて測定した。ここで得られたデータから、Scatchard解析にてHPP+の解





1.0 mlのリン酸緩衝液中、10 μMの塩化HPP+と 100 μgの合成メラニンを 37˚Cで 1 時間インキュベー
トしてメラニンにHPP+を結合させた後、反応液をCorning社製再生セルロースフィルター（0.20 μm）





２． ３． ２． 結果 
 
HPP+のドパミン神経細胞毒性に対するDAT阻害薬の影響 
DAT阻害薬であるGBR12909 の存在下、培養細胞へのHPP+の負荷を行ったが、第 2 章第 1 節
と同等の範囲のHPP+濃度では、GBR12909 添加／非添加群間でドパミン神経細胞の生存率に有
意差は認められなかった（Figure 2-3-1）。 
 - 37 - 














































Figure 2-3-1. Effect of DAT inhibitor on HPP+ toxicity to dopaminergic neurons. Mesencephalic cell 
tures pre-treated with 1 μM GBR12909 (DAT inhibitor) for 30 min, and then exposed to 50 ~ 150 
μM HPP+ together with GBR12909 for 1hr. Each value represents (    ) GBR12909 (–) and (    ) 
GBR12909 (+) the mean ± S.D. of eight to twelve experiments and is expressed as survivability 






ことから、以降の実験ではインキュベーション時間を 60 分と定めた。 
HPP+のバインディングアッセイより得た値をもとに作製したScachard曲線は二相性を示した
（Figure 2-3-3A）。各座標軸付近の曲線の傾きを直線近似し、解離定数を求めたところ、HPP+の高
親和性結合におけるKd値は 20.2±5.0 nM、低親和性結合では 4.0±1.2 μMであった。なお、比較の
ためハロペリドールについてもアッセイを行ったが、ここでも同様に二相性のScachard曲線を得た
（Figure 2-3-3B）。解離定数は高親和性／低親和性結合においてそれぞれ 1.44±0.36 μM，
12.6±0.80 μMであり、HPP+の方がはるかに強い親和性を有することが示された。 
 

































 Figure 2-3-2. Effect of HPP
 
P
+ binding onto synthetic melanin. 100 μg of melanin incubated with 1 
ml of 10 μM HPP+Cl– solution (67 mM phosphate buffer, pH 7.0). Each point represents the mean ± 





























































Bound haloperidol (nmol / mg melanin)














































+ and (B) haloperidol binding to synthetic melanin. 
Concentrations of HPP+ ranged from 5.0×10–8 to 1.0×10–5 M and haloperidol from 1.5×10–6 to 
1.0×10–4 M. The abscissa represents bound HPP+P  in 1.0 ml with 10 μg melanin or bound 
haloperidol in 1.5 ml with 5 μg melanin.
 






















experiments and is expressed as the proportions of eluted HPP+ to that initial melanin binding. 
Figure 2-3-4. Release of melanin-bound HPP+ after washings with (    ) 67 mM phosphate buffer, 

































２． ３． ３． 考察 
 
DAT阻害薬はMPP+のドパミン神経細胞毒性を低減させることが知られている104,105)。そこで












































Inhibition of mitochondrial 









Scheme 2-3-1. Plausible model for dopaminergic neuronal haloperidol toxicity. HPP+ molecules 
in the brain originated from partial haloperidol biotransformation in the liver, presumably enter 
dopaminergic neurons by passive diffusion due to HPP+ lipophilicity. There, HPP+ (   ) reach toxic 
concentrations in dopaminergic neurons due to its high affinity binding to and slow release from 
neuromelanin (       ). Thus, long-term treatment with haloperidol might induce lengthy exposure 
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予測の可能性を示唆しており、今後の新しい抗精神病薬の開発研究でのスクリーニングに有
益な手法を提供し得ると考えられる。 
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